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　貯化難卵に各種のvirus力三増殖することは，
Woodruff＆Gcodpasture（1931）1）がfow1－poxに
ついて記載して魚鳥多くの報告があるが，特に牛
痘vinls培養に関してはGoodpastlユre，　Alice，
Woodruff　＆　Buddingh　（19312），　193．93）），　Molina
（1937）4），Buddingh　（1936）5）その他数多くの試みが
あり，その漿尿膜の肉ll艮的組織学的変化及び胎義
血臓器病変の詳細な記載がある。私は牛痘毒晶晶
．苗及び難論苗接種時の卿化難山漿尿膜の変化を観
察し，Paschen小休，　Guarnieri小体及びvirus
の漿尿膜内増殖歌島と対照し，更に抗血清添加に
よって病変が如何に修飾されるかを追求した。
実験方法並びに実験成績
1。継代実瞼
　1．実験材料及び実駿方法：長年家兎睾丸を通過した
牛痘virus（最少発痘力10”6）を，結晶性ペニシリンを
500　E．　H．／ccの割に加えた生理的食塩水で10倍に稀釈し，
その0，1ceを10または11日騨化難卵の漿尿膜牒内に接
種6）した。　これを35qcに3日間培養し，その漿尿膜を探
集して生食水で5倍乳剤とし，凍結融解5回，遠心上清を
’艀化難卵苗第1代とした。以後同様にして得た難卵舟を用
いて継代した。
　2．眼球成緕：継代は19代まで行ったが，初代より漿
尿膜陛内接種ではpockの出來方が弱く，出來てもごく少
数の小さいものが見られるのみであった。　しかし16代目
のものを漿尿膜に接種すると，難勲爵10倍稀釈接種では
融合した特集が出來，100倍稀釈接種では多数の孤立した
pockを見ることが閏來た。各継代のvirus量は家兎皮膚
を用いて発痘力試瞼で測定したが，8代目10－5，12代目
10｝6，16代目10－5，19代目IO’“5陽性であって，初代の
ものに比較して10倍の上下が見られるのみであった。
II・漿尿膜の組織学的変化
　1，実験材料及び曳瞼方法：接種材料としては，購化難
卵継代16代目’の難卵胞（最少発痘力10－5）を用いた。なお
漿尿膜腔内接種の一部には家兎睾丸苗（最少発痘力10－6）を
用いた。漿尿膜接種は10日贈化難卵に，有窓法6）を用い
て10倍稀釈virUS　O．1　ccを漿尿膜に滴下，漿尿膜陛内接種
は微研法により接種し，これを350Cに培養，逐時的ないし
逐日的に漿尿膜を摘出して組織切片とし，Hamatoxylin一
．Eosin染色，　Unna－PapPenheim染色7），　Feulgen染色8）
を行って組織変化を調べ，一方漿尿膜病変部の塗沫標本を
作ってGiemsa染色によりGuarnieri小体（以後G一小
体と記す），Victoria　4R染色9）でPaschen小体（以後P一
小体と記す）を検索した。
　2．実瞼成緕：漿尿膜接種時においては，肉眼的には
ee本論交要旨は第42回日本病理学会東部地方会において
　発表した。
1）　Woodruff　＆　Goodpasture：　Am．　J．　Pathol．　7，　209
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2）　Goodpasture，　Alice，　Woodruff　＆Buddingh　：　Seience
　74，　371　（1931）．
3）　Goodpasture，　Aliee，　Woodruff　＆　Buddingh　：　Am．　J，
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4）　Molina：Zbl．　Bakter．　139，　493　（1937）．
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接種後24時問で既に漿尿膜は滴下部を中心に約10×10
mm大の軽度の肥厚を生じ，48時間後には申心肥厚の引き
送を増し，その周辺に少数の粟料大の白い斑点が表われ，
3日後になると白斑は米粒大になってやや褐色を幣び，中
心に小さい昭凹を生．じてくる。これは定型的なpockと認
められる。4口以後になるとこみ大きいpoekの他に無数
の小さいpoekが発生する。中心肥厚部は表面が完全に壌
死に階いり，上皮は脱落，表面た編色の汚い物質が附着し
ている。胎兇は大牛は6日以後は死亡ずる。
　組織学…白勺Pこeま　（表＝L　無処置群），　24HSfifi’1菱eこをよ夕卜皿不葉，
内胚葉上皮の増殖及び中胚葉暦の充血，水腫が見られ，淡
明核大型の中胚葉細胞が軽度に増姉し始める。48時間後
になるとタト胚葉上皮に軽度の壌死腕落を認めるようにな
IJ，それに対磨する内胚葉上皮も増殖やや著明となり，中
胚葉層には充血，’出血及び水腫を見，結合承徳皿胞は腫大或
は軽度に増殖している。これが3口後になると病変が急速
に趣展する。即ち．夕卜胚葉上皮は十死脱：落し，その底部は中
胚葉にまで達し，その部の中胚葉暦の結合織細胞の腫大増
殖が著明で，環球の浸潤は中等度に，白血球は少数にみら
れる。二死集に対磨する内胚葉上皮は著明に増殖してい
る。これらの病変は4日，5日と更に増弧し，内胚葉上皮
の十死星斗を來たし，“Mlfi尋問には多数の核破甘物を認める
ようになる。白血球の浸潤は依然として少なく，結合織紬
胞の腫大増殖は禰漫性に見られる。
　この聞のP一小体の経過を見ると（表2．対照）24噂閏後
に既に少数に川間，以後次第1こ増加して3ないし4日後に
第1表　　牛痘Virus漿尿膜接種時の漿尿膜組織変化
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第2表　　牛痘Virus漿尿膜接種時のPaschen小体及びGuarnieri小体の消長
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最高となり，　6日目頃より減少し始める。小体は塗沫標本
面に禰漫性に見られるが，細胞内により豊富に認めらオし
。る。G一小体俵2。対照）はP一小体よりその出現やや遅れ，
2日後頃から細包体内に不正形粗大瓢毅吠のものが出現し．
始め，3日後頃から核の周辺または大多数のものは核と離
れて，無構造で嗜塩基性に染まる円形または楕円形の定型
的な小体と認められるものが表われる。これは4日後に最
も多く，51ヨ以後は＊R大な綱目状に変って來る。このG一
小体の川現す．る細胞は夕卜胚葉上皮に最も頻度が多く，4口
後｝cは結合織系m胞及び血讐内皮細胞県内にも認められ，こ
れら各種の細胞は多少とも変性像を示し，小体自身は好ア
　ズールないしは好エオジン性で，夏にUnna－Pappenheim
染色によれば好ビロニン性を示し，Feulgen反応は陰性で
　あった。
　以上要するに，漿尿膜接種による変化は肉眼的組織学的
　ともに，3ないし4日に最高に達し，P一小体もこオしとi変動
　をともにし，G一小体はそれよりやや遅れて出現する。また
外胚葉暦は内中胚：葉暦に先だつて壌死脱落が現われ，しか
　も病変が高度で，増殖性変化は内胚葉上皮が著明である。
　更にG一小体は上皮細胞ばかりでなく，結合織細胞及び血
笹内皮細胞にも出現する。
　一＝方漿尿II莫｝陛内接種r（斗ま，　12時問そ麦力Σら3時…π瓠毎に45
時閏まで観嬢した。　肉眼的に33時間後に針のさされた部
及びその周辺に小さな白硲がみられたが，45時問に至って
　も明かにpockとして認めるものは出來なかった。しかし
漿尿膜の肥厚は36時間頃から著明になって來た。
　組織学的には前述の漿尿膜接種より遙かに病変弱く，36
時間後より外胚葉上皮の増殖，軽度の白血球，軍球の浸潤
　を見，出血を伸なって來る。P一小体，　G一小体は33時間頃
　より見られるが，定型的なG一小体の111現は最後まで認め
　られなかった。　Unna－Pappenheim染色によると12時間
　頃から上皮馴胞内のリボ核酸の分布が変化レて來るが，33
時間には類円形ないし不整形の均一な好ピロニン性物質の
穎粒状塊が出現し．，これは光沢を有していてG一小体と思
われる・4錦諦1に至り，結腰投糊包の中にも同様物質を散
見する。G一小体と認められるものは細胞質の少なく，且つ
余り明かな境界構造をもたない上皮で，やや破屡性の病変
を示す部に多く見られる。Feulgen染色では陽性物質を
見ることが出門なかった。
lll．抗血清添加試瞼
　1．実駿材料及び実験方法：前述の実験と伺様に
virUS接種後，遙口的に抗牛痘毒家兎血清‘補体結合性二
丁慣1：256）o．2ccを同伴に滴下，その後の病変経過を毎
i」観暴した。対照として正常家兎血清を免疫血目の代りに
用いた。病変の槍索方法は前記と同様である。
　2．実験二階：抗血清注入による病変過程は（表1＞
virusの翠純感染によるノルメルギ｛反謄iと同様で，時期
酌の促進或は遅延等は認められないが，その1性脳に差異が
見られた。即ち夕卜胚葉上皮の壌死脱落がやや強く，その下
暦のrlコ胚葉の結合織細珂包の腫大糟殖が限局性且つ密で，そ
の中に滲出液及び肖血球，単球の浸潤がみられる。特に白
血球はノルメルギー反磨より増加している。また壌死渠
をとりまく結合織細胞は線維形成性がやや強いようであ
る。P一小体俵2），　G一小体俵2，の所見はノルメルギー
反慮との間に著明な差異は認められなかった。
　以上の組織学的変化の修飾が抗血清申の抗体ICよるもの
かどうか，即ち夕卜胚葉上皮の壌死脱落に抗体が関與してい
るかど5かの解決の一つの試みとして，胎兄に抗体が出來
るかどうかを申和試瞼の方法でしらべた。
　実験材料，実験方法並びに成績（表3）
　virUS接種後毎日国見をとり出し，生理的食塩水で2倍
に稀釈，homogenizerで磨畔，その遠心上清のSeitz　EK
濾過液を用い，家兎皮膚を用いて中和試験を行った。対照
として正常胎免の濾液を用いた。
　国見謄畔濾液を混ずると発痘の大きさはいずllレも著明に
減少するが，対照においてはその最少発痘力には影響を及
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第3表　感染胎児の牛痘Virus中和力
　　　　　　　　　　＋……発痘力抑制
惑染後日数
　（日）
virUSの稀釈度
5×lo－G 10－5 5xlo－or
10－3，39時問では5×10一Aj　45時問では5×10－5まで増
加した。これよりみると，牛痘virusは漿尿膜では著明に
増殖するが，漿液内での増殖ないしは漿液内への放出が極
めて少ないと考えられる。
1
2
3
4
5
対照
???
十
儲…）使用virus最少発痘量　5×10－6
ぼさない。しかしvirUS感染胎免の磨埣濾液ではe’その3，
4，5日の飾兜では4倍ないし20倍最少磯痘力の抑制作用，
があった。この成績には胎児日数を考慮に入れる必要があ
るが，・少なくとも接種3口以後にはvirUSの漿尿膜内での
増殖を抑制するものが産生され．るζとは明かで，これを抗
体と名付け得るかは今後の研究を必要とする。
IV．　VirUs増殖経過の観察
　1．実瞼材料及び実験方法；前述のよ5な処置による
漿尿膜腔内接種煎卵の漿膜を，接種後12時問より45時間
に至るまで3時開毎に探亡して，これを生i哩的食塩水で5
倍に稀釈してhomogenizerにかけ，凍結融解．5回，3，000’
回輔沼目15分2回行い，その上清について家兎皮膚を用
いて10倍稀釈法で最少自証力を汗した。各時間における
難卵数は4箇である。なお同時に漿液の発補力も昌しらべ
た。
　2．実験成績：漿液では45蒔田まで10－2に達するも
のは見られなかった。漿液膜では（図1）12時評’C’　5『1，
18時間は5×10一ユ，24時問では5×IO－g，27時間では5x
総括並びに考按
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第1図　牛痘Virus漿尿膜腔内接種
　　　後の漿尿膜Virus量：
e円
　牛痘virusが鰐化難卵漿尿膜で増殖することに
ついては既に多くの報告があるが，その継代培養
につV・ては岩崎10）が23代培養し，その発痘力が
10－9から10噂15に至る彊力な：劉｛i卵適鷹株を得たと
述べている。私の例におV・ては，19代継代したが
発痘力の増進は認められす，初代とユ9代の闇に
その発細民に大差がみられなかった。これは初代
接種に用v、たvirUS株が長二三睾丸のみを通過して
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．きたものであるごと，及び接種材料の濃度が高過
ぎたととが考えられる。
　接種濃度に関しては，根井11）が家兎皮内接種実
験で，畢丸苗の原液を接秘しても10一一4のものを
接種しても一定時日には最高になり，濃度の高V・
方が早く最高に帯することを見ている一…j」“Be－
rnkopf12）は　influenza　virusの卵霊イtl男lii卵土晋養で，
増殖virusの感染力と血球凝集素の研究から，血
球凝集素には未熟型のvirusも含まれ，これが活
性virusの塘殖を：干渉するとV・つており，　しかも
高濃度のvlrUSを接種した時血球凝集素が多量に
産出されることを述べている。牛痘virusにお・V・
てもinfi　uenza　virusと同様に老え得られるなら
ば，10倍稀釈を用いた私の場合には濃度の高過ぎ
たことの影響が考えられるが，それよりもむしろ
初代培養に用V・た株の違いが，岩崎のような成績
の出なかった原因ではないだろうか。
　漿尿膜内でのvil　USの塘野趣態の割判的追求に
よっては，階段的上昇曲線を得た。Briody13）等は，
phage－bacteria　system或はinfluenza　virusに
みられるようにvaccinia　virusの漿尿膜内増殖も
階段的に増殖し，この“one－step　growth　curve”
の箪位は8時聞であると述べている。発増力試験
を10倍稀釈法で行った私の例では，恰もこの
cc盾獅?一一ｓｔｅｐ　growth　curve”をとるようにみえるが，
コ0）岩崎：virus　1，57（1951）．
U，根L井：北海道医誌21，883（昭18）．
12）　Bernkopf：　J．　lmmunol．　65，　571　（1950）．
13）　Briody　＆　Stannard　：　J．　lmmunol．　67，　403　（1951）．
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これを更に倍数稀釈で行ったならば曲線歌に増加
する可能性が考えられるが，私は倍数稀釈試験を
行うことが出來なかつ：た。
　このように漸進的に増加するvirus量に『二行し
て，漿尿膜のP一小体及びG一小休が出現する。両
者のうちP一小体の方がその出現早くしかも細胞
内に多くみられる～二とはvirusの細胞内増殖を証
拠づけ，更にその最も多量となる時にG一小体と
P一小体が密接な関係にあることを推定させる。両
小体の変動と同時に，漿尿膜はGoodpasture等3），
Molina等4）が詳細に述べているように：，外胚葉上
皮が一：番早くしかも最：も彊く胃され，次V・で内胚
葉，更に中胚葉暦に病変が波及し，結合織細胞，
血管内皮細胞にもG一小体が出現する。このG一小
体はUnna－Pappenheim染色で好ビニロン性，光
沢をもつた小塊として明白に認められ，これは
Molinaのいう核破壊物とは考え難い。定型的G一
小休はFeu】gen反慮陰性であったが，　Hoaglandエ4）
のV・う如くDNA（virus　particle＞の濃度が染色限
界に：達しないためと考えられる。
　肉二三及びHarnatoxylin－Eosin染色で見られ
る組織学的変化は3，4日目に高度となり，5日後
には三三変性が張くなるが，これはG一小休の消
長と一致’してV・る。
　抗血清添加試験は，抗体によるvir11S増殖抑制
の口的ではなく，漿尿膜内に増殖したvir皿sと，
添加した抗体との間に起る抗原感応反語の組織学
的変化に及ぼす影響を見ようとしたのであるが，
　　　　　　　　　ゆこれでは壊死集の限局化と白血球浸潤の塘強が注
口されたのみであった。しかしながら一方virus
接種後の胎兜に僅かながらもvirus　i発痘抑制物質
が産出されることは，それが抗体と断定すること
が出來なかったが，漿尿膜の3日後の高度の病変
に何等かの影響を及ぼしてV・るであろうことは推
定される。
結 論
　1．購i化難卵漿尿膜を用いて，牛痘virus畢丸
苗を接種してその増殖歌態を追求し，発痘力の増
加は見られなかったがその継代培養を行うことが
出來 その増殖は漿尿膜に著明にみられた。
　2．漿尿膜接種でp㏄kの形成がみられ，その
病変は3ないし4日が最高となった。
　3・P一小体はG一小体より早く出現し，塗沫標
本では細胞内に多くみられ，その変動は組織学的
変化の野馳と…致する。G一小体1‡外胚葉内胚葉
上皮のみならす，中胚葉暦の結合織細胞，血管内
皮細胞内にもみられる。
　4．漿尿膜virus接種後の抗血清添加による病
変の変化と．して，壌死棄の限局化と白血球浸潤の
棋聖がみられた。　　　　〔昭和28．9．19受付）
Summary
　　The　testical　lymph　of　vaccinia　virus　can　be　cultured　in　the　developing　chick　embryo
through　19　passages　without　any　detectable　reduction　of　minimal　infective　dose．
　　Pock　formation　was　found　on　the　inoculated　chorio－allantoic　membrane　and　3　or　4
days　after　the　lesion　appeared　to　be　most　intensive　with　an　increase　of　Paschen一　and
Guarnieri’s　particles．
　　While　most　of　Paschen’s　particles　were　found　in　the　cytoplasm　of　epithelial　cells，
Guarnieri’s　particles　were　detected　not　only　in　the　ectodermal　and　endodermal　epithelium，
but　in　the　cells　of　connective　tissue　and　’the　endothelial　cells　of　blood　vessels　in　the
mesoderm．
　　With　adding　antiserum　to　the　infected　chorio－allantoic　membrane，　10catization　of
necrotic　lesions　and　increased　infiltration　of　leukocytes　were　observed．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Sept．　19，　1953）
14）　Hoagland，　Lavin，　Smadel　＆　Rivers：」．　Exp．　Med．　72，　139　（1940＞．
420 目黒一牛痘Virusの晦化難卵培養 札幌医誌「1953
．
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　　第2図　牛痘Virus接種後3；日銭
中心肥厚強く，融合したpocksが見られるP
第3図匿牛痘Virus接種後3日目
内胚葉上皮の著明な増殖が見られる。
L
　　　　第4図　牛痘Virus接種後4日目
夕卜胚葉上皮の壌死脱落，中胚葉暦結合織細胞の蘭硬性
増殖が見られる。
　　　　第5図　牛痘Virus接種後5H目
3［日目に抗血清添加。油漉集の限局化と細胞浸潤の堰
カロが見られるo
